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As proteínas estão presentes em todas as formas de vidas encontradas até o 
momento e são componentes moleculares importantes por serem responsáveis por 
executar quase todas as funções celulares. Existem proteínas especializadas que 
atuam como toxinas e estas estão presentes em diversos tipos venenos. Um dos 
fatos mais marcantes para a ciência no século XX foi à descoberta do antibiótico 
Penicilina por Alexander Fleming, onde a partir de então o ser humano passou a 
usar as proteínas produzidas pelo fungo que passou a ser cultivado em larga escala 
para obtenção de grandes quantidades deste composto. Porém, outras proteínas 
com funções terapêuticas foram sendo descobertas, mas estas não eram produzidas 
em grande quantidade pelos seres vivos do qual pertenciam, dificultando a produção 
em larga escala para o uso cientifico. Um grande marco veio anos mais tarde com o 
surgimento da técnica que passou a ser conhecida como clonagem gênica, pois a 
humanidade passou a ser capaz de produzir em grande quantidade os compostos 
que eram produzidos em pequenas quantidades, por meio da utilização das 
bactérias como cepas de expressão, surgindo as então chamadas proteínas 
recombinantes. Hoje em dia além das bactérias, existem diversos sistemas para a 
expressão de proteínas recombinantes como leveduras, fungos filamentosos, 
mamíferos, plantas ou insetos e mais recentemente até por meio de animais ou 
plantas transgênicas. Todos estes sistemas possuem suas vantagens e 
desvantagens características e ao longo dos anos vem sendo continuamente 
aperfeiçoados para reduzir as desvantagens. Notoriamente dentre todos estes 
sistemas os mais utilizados são o bacteriano e as leveduras, sendo o primeiro o 
mais usado devido a várias vantagens, sendo a principal delas o alto rendimento 
obtido na produção das proteínas recombinantes. A grande quantidade de cepas 
disponíveis no mercado também é outra vantagem deste sistema de expressão. As 
fosfolipases fazem parte do imenso número de proteínas que são produzidas de 
maneira recombinante por cientistas e pesquisadores e muitas destas proteínas são 
parte integrante de venenos de diversos animais, atuando como toxinas que 
possuem papéis importantes em cada veneno. Os fosfolipídios são os substratos 
destas toxinas e estes são clivados pelas fosfolipases de diversas maneiras, que 
variam com tipo de fosfolipase que está hidrolisando a molécula lipídica. As 
fosfolipases são divididas em dois grupos, as acil-hidrolases (fosfolipases A1, A2 e 
B) e as fosfodiesterases (fosfolipases C e D). Nem todas fosfolipases foram 
relatadas como parte integrante de venenos e mesmo entre aquelas já relatadas 
ainda nem todos os tipos foram produzidos de maneira recombinante. Fosfolipases 
atuando como toxinas são encontradas desde venenos de insetos até em venenos 
de animais como é o caso das serpentes. As condições de obtenção destas toxinas 
como proteínas recombinantes variam de acordo com o tipo de fosfolipase que se 
pretende obter, devido às características especificas de cada. Este trabalho tem 
como objetivo apresentar uma amostragem panorâmica dos sucessos e problemas 
enfrentados para a expressão de cada tipo de fosfolipase, levando ao leitor uma 
visão mais ampla do que já foi realizado para se obter ou pelo menos para tentar 
obter estas proteínas em sua forma solúvel e ativa quando necessário. A obtenção 
destas proteínas em suas formas recombinantes tem por muitas vezes a intenção da 
produção de ferramentas com fins farmacológicos e biotecnológicos para as mais 
variadas aplicações, tornando-se imprescindível a produção destas proteínas em 
sua forma solúvel, ativa e principalmente em grande quantidade.  
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Proteins are present in all life forms encountered so far and are important molecular 
components because are responsible for performing almost all cellular functions. 
There are specialized proteins that act as toxins and these are present in various 
types of venoms. One of the most remarkable facts for science in the twentieth 
century was the discovery of the antibiotic penicillin by Alexander Fleming, when 
thereafter humans started to use the proteins produced by the fungus that began to 
be cultivated in large scale to obtain large amounts of this compound. However, other 
proteins with therapeutic functions had been discovered, but these were not 
produced in large quantities by the living beings they belonged, hindering the large-
scale production for scientific use. A remarkable fact appeared years later with the 
advent of the technique that became known as gene cloning, as humanity became 
able to produce large amounts of compounds that were produced in small quantities, 
by using bacteria as expression strains, originating the so-called recombinant 
proteins. Nowadays, besides bacteria, there are various systems for the expression 
of recombinant proteins such as yeast, filamentous fungi, mammalian, insect or plant 
and more recently by using transgenic animals or plants. All these systems have their 
characteristic advantages and disadvantages and over the years they have been 
continually improved to reduce the disadvantages. Notably among all these systems, 
the most widely used are the bacteria and yeasts, the former being the most used 
due to several advantages, which the main is the high yield production of 
recombinant proteins. The large number of available strains on the market is also 
another advantage of this expression system. The phospholipases are part of the 
huge number of proteins that are produced in a recombinant manner by scientists 
and researchers. Many of these proteins are an integral part of venoms of various 
animals, acting as toxins that have important roles in each venom. Phospholipids are 
the substrates for these toxins and these are cleaved by phospholipases in several 
ways that vary with the phospholipase type which is hydrolyzing the lipid molecule. 
The phospholipases are divided into two groups, the acyl hydrolase (phospholipase 
A1, A2 and B) and the phosphodiesterase (phospholipase C and D). Not all 
phospholipases have been reported as part of venoms and even among those 
previously reported still not all types were produced in a recombinant manner. 
Phospholipases are found acting as toxins from insect venoms to animal venoms as 
in the case of the snakes. The conditions for obtaining recombinant proteins such as 
toxins vary according to the phospholipase type to be achieved due to specific 
characteristics of each. This paper aims to present an overview of sample successes 
and problems faced in the expression of each phospholipase type, leading the reader 
to a broader view of what has been done to obtain or at least tried to obtain these 
proteins in their soluble forms and active when needed. The attainment of these 
proteins in their recombinant forms is often the intention of producing tools with 
pharmacological and biotechnological purposes for a variety of applications, making 
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1.1 PROTEÍNAS RECOMBINANTES 
 
As proteínas são sintetizadas por todas as formas de vida encontradas até o 
momento, mas elas não são apenas os blocos de construção das células, elas são 
responsáveis por executar quase todas as funções celulares. Algumas proteínas 
especializadas atuam como toxinas e estas são o foco deste trabalho (DEMAIN, 
VAISHNAV, 2009; ALBERTS, 2008). 
Proteínas são polímeros lineares de monômeros simples (aminoácidos) que são 
consideradas junto com os ácidos nucleicos como macromoléculas informacionais, 
por possuírem sequências ricas em informações características, propriedade essa 
que dita qual será a estrutura tridimensional e suas funções biológicas. Embora no 
caso das proteínas o dobramento para formação da estrutura tridimensional seja 
principalmente ditado pela sequência aminoacídica que possuem, outras proteínas 
chamadas de chaperonas auxiliam num processo de catálise que desfavorece a 
formação de dobramentos incorretos, mas é importante salientar que as condições 
do ambiente como pH, cargas iônicas, concentração de íons metálicos, entre outros 
fatores, também interferem no dobramento final da proteína (LEHNINGER, 2005; 
ALBERTS, 2008). 
O homem começou a usar proteínas provenientes de microorganismos para fins 
farmacêuticos desde 1929 com a descoberta do antibiótico Penicilina por Alexander 
Fleming, e tempos depois o antibiótico passou a ser produzido em escala industrial. 
Porém enquanto estes e outros compostos eram produzidos naturalmente pelos 
microorganismos ao qual pertenciam, existiam também compostos farmacêuticos 
importantes provenientes de organismos superiores, cujo isolamento e purificação 
dependiam de processos complexos e custosos, muitas vezes resultando em um 
rendimento insuficiente para uma produção em escala industrial. A mudança para 
essa realidade na época chegou com a aplicação da clonagem gênica na 
biotecnologia, onde a partir de então o homem passou a ser capaz de não só clonar 
o gene de um organismo superior, mas também de inserir este gene em um 
organismo diferente do qual pertencia, inserindo a sequência em um vetor de 
clonagem e depois no interior de uma célula bacteriana. Quando feita com sucesso, 
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a técnica permite além da produção de uma proteína recombinante, a produção da 
mesma em larga escala (BROWN, 2010). 
Exemplificando a produção de uma proteína recombinante, é necessário que se 
conheça a sequência genética que codifica para a mesma, então se prossegue com 
a clonagem deste fragmento inserindo-o no que chamamos de vetor de clonagem, 
que depois é amplificado no sistema de expressão escolhido. Atualmente diversas 
são as opções para este fim, uma vez que hoje é possível expressar proteínas 
recombinantes não só em culturas celulares de bactérias como mencionado 
anteriormente, mas também em leveduras, fungos filamentosos, mamíferos, plantas 
ou insetos e mais recentemente até por meio de animais ou plantas transgênicas, 
cada sistema com suas vantagens e desvantagens. Por este motivo, devido à 
grande variedade de opções dos sistemas de expressão citados acima, o sistema 
mais apropriado é escolhido previamente com base nas características da proteína 
de interesse (DEMAIN, VAISHNAV, 2009; BROWN, 2010).  
O avanço tecnológico tem levado a otimização destes diferentes sistemas para 
expressão de proteínas recombinantes e ao desenvolvimento de inúmeros 
processos biotecnológicos, como a purificação das proteínas recombinantes para 
estudos com modelos animais e celulares, visão estrutural dos domínios 
moleculares, sítios de ligação ou sítios catalíticos de moléculas de interesse, 
incluindo também o desenvolvimento de inibidores sintéticos ou agonistas para fins 
terapêuticos, diagnósticos e científicos, produção de vacinas e etc (CHAIM et al., 
2011; ANNÉ et al., 2011). 
É possível notar que concomitante ao crescimento da procura mundial por 
proteínas heterólogas e bioprodutos, também está crescendo o desenvolvimento de 
sistemas de produção mais rentáveis devido ao uso da engenharia de bioprocessos 
(POTVIN et al., 2010). Podemos encontrar ótimas revisões recentes que falam sobre 
os diversos desenvolvimentos feitos nos sistemas de expressão usados atualmente 
para o melhoramento na produção de proteínas recombinantes (CHEN, 2011; 
WARD, 2011; DEMAIN, VAISHNAV, 2009; ÇELIK, ÇALIK, 2011; XU et al., 2011), 
assunto do qual abordarei com maiores detalhes no tópico sobre os sistemas de 
expressão.   
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1.2 SISTEMAS DE EXPRESSÃO 
1.2.1 Bactérias 
 
O sistema bacteriano é o mais usado para expressão de proteínas heterológas, 
isso devido as suas inúmeras vantagens como, rápido crescimento, baixo custo, 
facilidade de manutenção da cultura, resistência a varias condições ambientais entre 
outros e, além disso, por possuir a sua genética bem caracterizada. Mas a vantagem 
mais citada sobre o uso do sistema bacteriano é a grande quantidade de proteína 
recombinante que se pode obter quando este sistema funciona corretamente, 
podendo chegar a mais de 80% da massa seca da bactéria (DEMAIN, VAISHNAV, 
2009; PACHECO et al., 2011).  
A Escherichia coli é a bactéria mais usada para expressão de proteínas 
recombinantes atualmente (DEMAIN, VAISHNAV, 2009; PACHECO et al., 2011; 
VINCENTELLI et al., 2011), onde aproximadamente 60% de todas as proteínas 
recombinantes citadas na literatura provem desta cepa que foi a primeira usada a 
quase 40 anos atrás na expressão das primeiras proteínas recombinantes. A 
existência de vários vetores de clonagem e de cepas mutantes disponíveis no 
mercado para uso científico é uma das outras vantagens desse sistema, graças à 
sua genética bem caracterizada (CORREA, OPPEZZO, 2011).  
Mas o uso de bactérias para expressão de proteínas recombinantes também 
possui suas desvantagens.  
A limitada capacidade na modificação pós-traducional das proteínas no sistema 
procarioto (SAHDEV et al., 2008; ALBERTS, 2008; BRONDYK, 2009) é uma das 
barreiras enfrentadas quando se trata de expressar proteínas recombinantes, 
especialmente as eucarióticas, que podem formar corpos de inclusão, levando até a 
perda da função da proteína.   
Porém essa é uma realidade que vem mudando, pois muito continuou sendo feito 
para solucionar esse aspecto existente nas cepas bacterianas usadas para 
expressão de proteínas recombinantes que necessitam de modificações pós-
traducionais. Até mesmo o desenvolvimento de cepas de Escherichia coli que sejam 
capazes de expressar proteínas recombinantes no meio de crescimento, o que pode 
contribuir para a solubilidade (CHEN, 2011) e rendimento, já que sem a necessidade 
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do processo de lise para liberação das proteínas no meio de cultura, as bactérias 
poderão continuar expressando as proteínas de interesse por um período maior. 
Dentre as cepas de E. coli disponíveis no mercado, deve-se levar em 
consideração determinadas características da proteína heteróloga de interesse para 
a escolha da mais adequada para expressão.  
Quando se trata da presença de pontes dissulfeto na estrutura da proteína de 
interesse, podemos encontrar no mercado algumas cepas com modificações 
essenciais para formação dessas pontes no citoplasma bacteriano durante a 
expressão.  
A cepa Origami (NOVAGEN) apresenta mutações em dois genes (trxB) e (gor), 
cuja ausência destes proporciona um ambiente citoplasmático menos redutor e 
consequentemente  mais favorável a formação de pontes dissulfeto. Esta cepa é 
compatível com plasmídios que conferem resistência ao antibiótico ampicilina e 
ainda existe a possibilidade de se melhorar o dobramento das proteínas no 
citoplasma usando vetores que contém uma cauda de fusão como, por exemplo, a 
tiorredoxina.  
Outra cepas produzidas pela mesma empresa, AD494 e BL21trxB possuem 
características semelhantes, com a diferença que apresentam mutação somente no 
gene da tiorredoxina redutase (trxB) e adicional deficiência em proteases no caso da 
BL21trxB. 
Quando o mRNA da proteína de interesse possui códons raramente usados pela 
E. coli, existem no mercado cepas como a Rosetta (NOVAGEN), que são derivadas 
da BL21 e possuem RNAs transportadores para os códons raros AUA, AGG, AGA, 
CUA, CCC e GGA, assim como a BL21 CodonPlus (STRATAGENE) também possui 
genes que codificam para RNAs transportadores que reconhecem os códons raros 
AGA, AGG, AUA e CUA. 
Não só a BL21 trxB, mas outras cepas também possuem acúmulo de 
características, como no caso da Rosetta-gami (NOVAGEN) que é derivada da 
Origami e portanto apresenta mutações nos dois genes (trxB) e (gor), favorecendo a 
formação de pontes dissulfeto no citoplasma, com a característica adicional de que 
também possui genes que codificam para RNAs transportador para os códons raros 
assim como na cepa Rosetta. 
Quando se deseja aumentar a expressão da proteína heteróloga de interesse é 
possível testar o uso da cepa E. coli BL21 Star (INVITROGEN) que tem como 
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diferencial a mutação no gene rne131, codificando a enzima RNase E truncada, 
portanto o RNA mensageiro não é degradado e tem um aumento na sua 
estabilidade, levando ao aumento na taxa de expressão da proteína. 
As proteínas heterólogas podem em certos casos serem tóxicas para algumas 
cepas de E. coli, diminuindo a eficiência na expressão. A cepa de E. coli C43 
(LUCIGEN) possui uma mutação que previne a morte celular durante a expressão 
de muitas proteínas recombinantes que são tóxicas para a bactéria.    
Muito se fala sobre a Escherichia coli, entretanto, existem outras opções de 
bactérias que podem e são utilizadas para expressão de proteínas recombinantes, 
como a Lactoccocus lactis, algumas espécies de Pseudomonas (JIN et al., 2011; 
RETALLACK, 2011; CHEN, 2011), Corynebacterium glutamicum e Corynebacterium 
ammoniagenes (CHEN, 2011), bacilos gram-positivos (CHEN, 2011, DEMAIN, 
VAISHNAV, 2009) dentre os quais podemos citar os mais usados, Bacillus 
megaterium, B. subtilis, B. licheniformis e Bacillus brevis (DEMAIN, VAISHNAV, 
2009; POHL, HARWOOD, 2010), diversas espécies de Streptomyces (ANNÉ et al., 
2011), bactérias gram-negativas como a Ralstonia eutropha (DEMAIN, VAISHNAV, 
2009)  e a Pseudoalteromonas haloplanktis (GIULIANI et al., 2011) entre outras 
bactérias. 
As espécies de Bacillus são conhecidas por terem a capacidade de expressar 
grandes quantidades de proteínas no meio de crescimento, e também são 
consideradas como seguras para o trabalho (GRAS - generally recognized as safe, é 
o termo em inglês designado para definir as bactérias seguras para o trabalho), em 
contraste com as bactérias gram-negativas E. coli (FU et al., 2007; HARWOOD, 
CRANENBURGH, 2008). Até 2006, 60% das enzimas recombinantes 
comercialmente disponíveis no mercado eram provenientes de Bacillus sp., cuja 
grande parte era devido a essa característica de secretar proteínas no meio de 
cultura (FU et al., 2007). 
As bactérias Pseudomonas sp. por outro lado, são conhecidas por apresentarem 
rápido crescimento e por também secretarem proteínas, cuja via de secreção da 
Pseudomonas aeruginosa por exemplo é bastante conhecida, sendo então uma 
ótima cepa para produção de proteínas recombinantes (CHEN, 2011). Existe 
também a Pseudomonas fluorescens que é menos dependente ao oxigênio e não 
acumula acetato durante a produção de proteínas. Trabalhos realizados com esta 
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cepa mostraram que elas são capazes em certos casos, de produzirem proteínas 
com maior rendimento quando comparadas com expressões em E. coli 
(RETALLACK, 2011; CHEN, 2011), valendo a pena o teste com esta bactéria antes 
de partir para uma expressão em outro tipo de sistema como, por exemplo, o 
eucarioto.  
Outra vantagem da Pseudomonas fluorescens é a rapidez com que se pode 
construir uma cepa com o inserto da proteína de interesse, pois não é necessária a 
utilização de uma cepa de clonagem de E. coli intermediária (JIN et al., 2011; 
RETALLACK, 2011). Uma terceira cepa, Pseudomonas putida KT2440, 
recentemente certificada como segura biologicamente, também passou por 
modificações genéticas que a tornaram capaz de produzir proteínas recombinantes 
(CHEN, 2011), sendo então mais uma alternativa na busca pela expressão em 
sistema procarioto.  
Também se incluem no grupo de bactérias que são capazes de secretar 
proteínas as pertencentes ao gênero Corynebacterium. A cepa Corynebacterium 
glutamicum que é uma cepa bastante utilizada para produção de aminoácidos, 
também passou recentemente a ser reconhecida como uma cepa para produção de 
proteínas heterólogas (SCHNEIDER, WENDISCH 2010; UMAKOSHI et al., 2011). 
Algumas espécies do gênero Streptomyces assim como as de Bacillus, 
Corynebacterium e Pseudomonas, também já foram reportadas como capazes de 
secretar proteínas heterólogas, em alguns casos com um rendimento de proteínas 
recombinantes maior do que o produzido quando comparado com outras bactérias 
(ANNÉ et al., 2011). 
A bactéria Ralstonia eutropha mostrou ser uma ferramenta para produção de 
proteínas recombinantes que quando expressadas em cepas de E. coli formam 
corpos de inclusão (BARNARD et al., 2004; DEMAIN, VAISHNAV, 2009), assim 
como a Pseudoalteromonas haloplanktis, que vem sendo desenvolvida para 
expressão de proteínas que normalmente são insolúveis e formam agregados. Por 
ser uma bactéria da Antártica, a Pseudoalteromonas haloplanktis é capaz de 
produzir proteínas a temperatura de 4ºC, e já foi mostrado que a produção em 
baixas temperaturas pode contribuir para o correto dobramento e solubilidade das 
proteínas recombinantes (GIULIANI et al., 2011). 
Há alguns anos já se falava da vantagem da existência de diversas cepas 
disponíveis no mercado, cada uma com suas aplicabilidades, e também das 
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características importantes que deveriam possuir para expressar proteínas 
recombinantes, que incluem a deficiência em proteases que possam interferir na 
produção das proteínas, a manutenção dos vetores de expressão estáveis e os 
elementos genéticos relevantes para o sistema de expressão (SØRENSEN, 
MORTENSEN, 2005). 
Uma alternativa usada para expressão de proteínas solúveis em E. coli, por 
exemplo, é a ligação da proteína com uma cauda de fusão, o que esta ligado com o 
aumento da solubilidade das proteínas. Essa cauda de fusão pode ser adicionada 
tanto na porção N ou C terminal da proteína (dependendo das suas características 
conformacionais), e algumas dessas caudas de fusão têm a vantagem de poderem 
ser usadas como cauda de afinidade no processo de purificação das proteínas. Após 
a expressão ainda existe a vantagem de se poder clivar essa cauda de fusão, 
usando uma protease especifica dependendo do tipo escolhido. Porém infelizmente 
esse processo pode levar a insolubilidade da proteína, sendo então necessário 
testes para avaliar se o método é vantajoso para a proteína que se pretende obter 
(BRONDYK, 2009). 
Como já mencionado, em algumas situações as proteínas heterólogas são 
tóxicas para as bactérias, prejudicando então na produção destas. Pensando na 
solução para este e outros problemas, como o dobramento incorreto das proteínas, 
formação de corpos de inclusão e falta de atividade, foi desenvolvido o sistema 
bacteriano “cell-free”, que em resumo é a utilização da maquinaria genética 
bacteriana para produção de proteínas, somada com os reagentes necessários para 
a expressão In vitro, ou seja, sem a presença das bactérias. Esse sistema também 
tem como vantagem a redução do tempo necessário para produção de proteínas 
recombinantes quando comparado com o despendido para a expressão com as 
bactérias, onde é necessário transformação, adição de indutores para expressão, 
lise celular, centrifugação, filtração e separação, muitas vezes por mais de um 
método neste último caso. Neste sistema pode-se eliminar a necessidade das 
etapas de clonagem e subclonagem, pois é usado DNA linearizado, e é possível 
também prolongar o tempo de expressão, adicionar detergentes, chaperonas, 
ligantes apropriados e incorporar aminoácidos não naturais. A este sistema também 
se aplica a vantagem para o uso da expressão de proteínas que são tóxicas para as 
bactérias durante a expressão. O sistema “cell-free” pode ser vantajoso dependendo 
do estudo que se deseja realizar, como por exemplo, o estudo com proteínas 
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mutadas devido a essas características mencionadas, como a rapidez em razão a 
redução de algumas etapas (MURTHY et al., 2004). Proteínas mutadas são 
importantes ferramentas para o estudo das atividades biológicas e caracterização 
bioquímica de proteínas (CHAIM et al., 2011b) 
 A falta de glicosilação também é outro tema bastante abordado quando se trata 
do sistema de expressão bacteriano (YOON et al., 2009; CHEN, 2011), porém, a 
descoberta de que a bactéria gram-negativa Campylobacter jejuni é capaz de 
glicosilar sítios de N-ligação, rendeu muitos trabalhos e avanços no desenvolvimento 
de uma cepa de E. coli capaz de realizar a N-glicosilação de proteínas 
recombinantes, o que contribui para solubilidade e atividade de algumas proteínas 
(CHEN, 2011). 
A bactéria Campylobacter jejuni é um patógeno humano gastroentérico, que 
como mencionando anteriormente tem habilidade de glicosilar sítios de N-ligação. 
Os genes fazem parte do lócus chamado pgl, que significa “protein glicosilation”, e a 
enzima que participa da catálise de transferência dos açúcares para as proteínas é 
uma oligossacariltransferase chamada de PglB. Foi visto que as proteínas que são 
N-glicosiladas por esta bactéria são as que foram enviadas para o periplasma 
(FISHER et al., 2011) pelas vias Sec, SRP (Signal Recognition Particle) ou Tat 
(Twin-arginine translocation) (YOON et al., 2009; FISHER et al., 2011), cuja 
sequência reconhecida pela enzima para que ocorra a glicosilação é o motivo D/E-
X1-N-X2-S/T, onde X é qualquer resíduo exceto a prolina. Como outros trabalhos 
demonstraram a sequência DQNAT como um ótimo aceptor para N-glicosilação in 
vitro, então, Fisher e colaboradores (2011) desenvolveram uma cepa de E. coli 
contendo o gene correspondente ao lócus pgl, e também uma cauda de fusão 
contendo a sequência DQNAT, e viram que quando fusionada a proteína 
recombinante de interesse, juntamente com algum dos sinais de exportação (Sec, 
SRP ou Tat), as proteínas eram N-glicosiladas, assim como ocorria na bactéria 
Campylobacter jejuni. Eles também observaram que as proteínas tinham diferentes 
padrões de glicosilação dependendo da via utilizada (Sec, SRP ou Tat). Outro 
resultado interessante mostrado, foi que usando uma tática semelhante foi possível 
obter proteínas N-glicosiladas secretadas diretamente no meio de cultura. Fisher e 
colaboradores (2011) fusionaram a proteína YebF (uma pequena proteína exportada 
para o periplasma da E. coli pela via Sec e posteriormente secretada para o meio de 
cultura) com uma proteína de interesse, e com uma cauda contendo a sequência 
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DQNAT e obtiveram a secreção de proteínas recombinantes N-glicosiladas 
diretamente no meio de cultura. 
A atividade de algumas proteínas pode ser ainda afetada pela ausência ou 
incorreta formação de pontes dissulfeto na sua estrutura tridimensional, o que 
acarreta perda ou mau funcionamento da proteína e/ou agregação, tudo isso 
causado pelo dobramento incorreto da proteína (ZHANG et al., 2011).  Em cepas de 
E. coli essa modificação pós-traducional está presente no periplasma, que possui o 
sistema Dsb (Isomerase) e é um ambiente menos redutor, enquanto que o 
citoplasma é um ambiente redutor, o que dificulta na formação correta destas pontes 
dissulfeto (ZHANG et al., 2011; BRONDYK, 2009). Entretanto, essa também é outra 
realidade que vem mudando com a chegada de novas cepas desenvolvidas a cada 
dia, e entre elas está à cepa E. coli SHuffle da empresa New England Biolabs (U.K, 
Hitchin) que traz como diferencial a expressão da proteína DsbC no citoplasma, que 
propõe atuar como uma isomerase na formação correta das pontes dissulfeto da 
proteína e ao mesmo tempo como uma chaperona auxiliando no dobramento 
correto, tanto de proteínas com ou sem pontes dissulfeto na estrutura. Além disso, 
essa cepa possui a deleção dos genes para glutarredoxina redutase e tiorredoxina 
redutase, o que permite a formação de pontes dissulfeto no citoplasma. 
Com a deleção dos genes para tiorredoxina redutase é possível usar o método 
de parceiros de fusão anteriormente citado, fusionando a proteína de interesse com 
uma tiorredoxina, como estratégia para obtenção de proteínas recombinantes 
solúveis, pois sem a presença da tiorredoxina redutase no citoplasma, a tiorredoxina 
permanece no estado oxidativo, convertendo-se assim de redutase para uma 
oxidase. Então, proteínas que requerem formação de pontes dissulfeto na sua 
estrutura, podem ser oxidadas e formar pontes dissulfeto estáveis no citoplasma que 
antes era um ambiente redutor impróprio para essa finalidade (NEW ENGLAND 
BIOLABS; BRONDYK, 2009).  
Analisando no banco de dados PubMed podemos notar que ainda existem 
poucos trabalhos que foram publicados utilizando a cepa E. coli SHuffle para 









Outra ótima ferramenta para produção de proteínas recombinantes são as 
leveduras. 
Leveduras são organismos eucariotos unicelulares e por este motivo possuem 
características adicionais em relação aos procariotos, como modificações pós-
traducionais devido à presença de organelas, tais como o Reticulo Endoplasmático 
(RE) e Complexo de Golgi (CG), características estas que conferem a capacidade do 
processamento proteico, sem esquecer-se da deficiência de endotoxinas, DNAs 
virais e oncogênicos (HUANG et al., 2008; BRONDYK, 2009), que como já vimos é 
importante para solubilidade e atividade das proteínas. 
As leveduras geralmente são usadas para expressão de proteínas que por algum 
motivo não tiveram sucesso na expressão em bactérias, seja por mau dobramento 
ou por que a proteína necessita de glicosilação para o seu funcionamento (DEMAIN, 
VAISHNAV, 2009). 
Diversas são as cepas de leveduras utilizadas para produção heteróloga de 
proteínas, Pichia pastoris (LI et al., 2011a), Hansenula polymorpha (LI et al., 2011b) 
também conhecida como Pichia angusta (MACK et al., 2009), Yarrowia lipolytica 
(GASMI et al., 2011), Schizosaccharomyces pombe (MUKAIYAMA et al., 2009), 
Pichia methanolica (CHOI et al., 2002; WANG et al., 2004), Saccharomyces 
cerevisiae (ZAKALSKIY et al., 2011), Arxula adeninivorans (BOËR et al., 2007), 
Kluyveromyces lactis (JÄGER et al., 2011) Zygosaccharomyces bailii (VIGENTINI et 
al., 2005) e Pichia stipitis (GÖRGENS et al., 2005) também conhecida como 
Scheffersomyces stipitis (KOIVISTOINEN et al., 2011). 
Encontramos três categorias pelas quais as leveduras são divididas. Uma das 
categorias diz respeito à capacidade da levedura metabolizar um único composto de 
carbono em carbono e fonte de energia, sendo as capazes chamadas de 
“Metilotróficas” e as que não o são “não metilotróficas”. A outra forma de dividir as 
leveduras diz respeito ao efeito Crabtree sendo as leveduras Crabtree positivas as 
que são capazes de fermentar em condições aeróbicas e Crabtree negativas as que 
não são capazes. E uma terceira forma de divisão é se a levedura é convencional ou 
não convencional, sendo nesta categoria a Saccharomyces cerevisiae considerada 
como a única levedura convencional (PORRO et al., 2005; HUANG et al., 2008). 
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Desde a descoberta da existência do plasmídio circular 2µm (SINCLAIR et al., 
1967) e sendo o primeiro eucarioto a ter seu genoma completo (GOFFEAU et al., 
1996) a Saccharomyces cerevisiae tornou-se a levedura mais tradicionalmente 
usada no meio de pesquisa e foi a primeira e melhor caracterizada dentro deste 
sistema de expressão (ÇELIK, ÇALIK, 2011) devido à grande quantidade de 
informação que existe sobre esta cepa. 
Encontramos na literatura pelo menos seis classes de vetores utilizados para 
clonagem e expressão em leveduras: Integrativo (YIp), episomal (YEp), replicativo 
(YRp), centromérico (YCp), linear (YLp) (LUNDBLAD, 2001; REYNOLDS et al., 
2001) e o cromossomo artificial (YAC) (BAKER, 2011). 
O vetor integrativo (YIp) é o mais recomendado para expressões em larga 
escala, pois ele se integra ao cromossomo da levedura e, portanto é mais estável, 
permanecendo também nas células filhas, por outro lado, os vetores episomais 
(YEp) por estarem presentes nas leveduras em forma de plasmídios, quando 
utilizados para expressão em larga escala pode acontecer das células filhas não 
herdarem estes plasmídios após vários ciclos de divisões mitóticas (COIMBRA, 
2011). 
Entretanto, o vetor integrativo tem como desvantagem a dificuldade para depois 
ser isolado do DNA da levedura para estudos, já que está integrado no genoma, 
enquanto que os vetores episomais podem ser facilmente isolados com a simples 
técnica de preparação de plasmídios (LEE et al., 2005). 
O vetor replicativo (YRp) possui uma sequência de replicação autônoma em 
substituição a origem de replicação do plasmídio 2µm como é no vetor episomal. Já 
o vetor centromérico (YCp) possui sequências cromossomais de centrômeros e o 
vetor linear (YLp) é linearizado pela adição de telomeros nas extremidades (ZHANG 
et al., 1996). 
Os cromossomos artificiais de leveduras (YAC) possuem origens de replicação, 
sequências cromossomais de centrômeros e dois telomeros (BROWN et al., 2000). 
As diferenças para cada vetor estão na estabilidade, número de cópias por célula 
e eficiência na transformação (ZHANG et al., 1996). 
Os cromossomos artificiais trouxeram para a ciência a capacidade de estudar 
melhor os cromossomos e de se estudar genomas inteiros, chegando ao que 
estamos presenciando atualmente com a criação de genomas e células sintéticas 
(ENYEART, ELLINGTON, 2011). 
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A transformação das células de leveduras pode ser realizada por diferentes 
maneiras: preparação de esferoplasto, método lítio (acetato ou cloreto) e 
eletroporação, sendo os dois últimos os mais usados (PORRO et al., 2005). E ainda 
existem kits para preparação de leveduras quimicamente competentes como o kit 
EasyComp da empresa Invitrogen. 
É necessário conhecer qual o melhor método para cada levedura e o tipo de 
vetor que será utilizado, para então transformar as leveduras. 
As leveduras sendo células eucarióticas são capazes de fazer N-glicosilação e 
O-glicosilação (de BRUIN et al., 2005) sendo o sinal ASN-X-Ser/Tre para N-ligação e 
o grupo OH de qualquer Ser ou Tre pra O-ligação (CREGG et al., 2009). 
Porém existe um problema na N-glicosilação quando a protéina é produzida, por 
exemplo, na Saccharomyces cerevisiae. Os resíduos terminais de manose são 
adicionados em pontes α-1,3 que são consideradas alergênicas para o corpo 
humano, entretanto, para a Pichia pastoris e Hansenula polymorpha os resíduos 
terminais de manose são adicionados em pontes  α-1,2 que não são alergênicas 
para humanos (ÇELIK, ÇALIK, 2011). 
Outro problema da N-glicosilação é a hiperglicosilação de glicoprotéinas, o que 
também pode levar a uma reposta imunogênica do corpo humano, por isso, 
inúmeros esforços tem sido feitos para produzir cepas de leveduras geneticamente 
modificadas, levando a humanização da N-glicosilação por estas cepas (de BRUIN 
et al., 2005; ÇELIK, ÇALIK, 2011). A humanização da glicosilação pelas leveduras é 
muito importante para produção de proteínas com fins terapêuticos, visto que pelo 
menos 70% das proteínas produzidas com esta finalidade são glicoproteínas 
(ÇELIK, ÇALIK, 2011).    
As proteínas heterólogas produzidas em leveduras podem ser secretadas 
nomeio de cultura, o que reduz o custo do trabalho sem a necessidade da lise das 
células. 
 Uma das formas de secretar proteínas heterólogas em leveduras é usar a 
própria sequência sinal da proteína caso ela tenha ou então é possível usar uma 
sequência sinal de outra proteína como a α-mating factor da Saccharomyces 






As fosfolipases pertencem a um grupo de enzimas que tem como principal 
substrato os fosfolipídios (de MARIA et al., 2007;  RICHMOND, SMITH, 2011 ). 
Podemos dividir as fosfolipases em dois grupos, as acil hidrolases que são 
representadas pelas fosfolipases A1(PLA1), fosfolipases A2(PLA2) e fosfolipases 
B(PLB) e as fosfodiesterases que são representadas pelas fosfolipases C(PLC) e 
fosfolipases D(PLD) (FIGURA 1), que são assim subdivididas de acordo com a 




Figura 1 - FOSFOLIPASES. Local de clivagem da ponte éster pelas fosfolipases. As PLA1, PLA2, e 
PLC catalisam a hidrolise da ponte éster da região dos carbonos sn-1(1), sn-2 (2) e sn-3 (3)  
respectivamente. A PLB cliva ambas as pontes ésteres sn-1 e sn-2.  A PLD hidrolisa a ponte 
fosfodiéster oposta da PLC. R1, R2 e R3 variados grupos radicais. 
 
As fosfolipases desempenham diversos papéis nos seres vivos que incluem 
digestão de lipídios na dieta, progressão do ciclo celular, apoptose, organização do 
citoesqueleto, transdução de sinal, processos inflamatórios, refinamento de óleos e 
por este e outros motivos estamos presenciando o aumento do uso farmacêutico e 
biotecnológico deste grupo de proteínas (de MARIA et al., 2007; JIANG et al., 2011). 
As fosfolipases podem necessitar de cofatores para terem atividade e algumas 
vezes diferentes cofatores para as mesmas fosfolipases também desencadeiam sua 
atividade catalítica (de GIUSEPPE et al., 2011; RICHMOND, SMITH, 2011; 
CHAVES-MOREIRA et al., 2011). 
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Algumas fosfolipases também podem ser usadas em reações de 
transfosfatidilação, criando assim compostos bioativos usados em vários 
experimentos (ROSE, PRESTWICH, 2006;  ABDELKAFI, ABOUSALHAM, 2011; 
YAMAMOTO et al., 2011).  
Durante os próximos itens discutirei sobre cada fosfolipase com enfoque para as 
fosfolipases presentes em venenos e ao final de cada item uma tabela servirá de 
guia para que grupos de pesquisa que pretendam clonar e expressar fosfolipases de 
venenos tenham rápido acesso a algumas informações para produção das suas 
formas recombinantes e caso queiram se aprofundar mais, poderão buscar nas 
referências citadas.  
 
2.1 FOSFOLIPASES A 
 
2.1.1 Fosfolipases A1 
 
Conforme mostrado no item anterior, as fosfolipases A1 (PLA1) catalisam a 
hidrolise da ponte éster da região do carbono sn-1 dos fosfolipídios, gerando assim  
como subproduto 2-acil-lisofosfolipídios.   
De acordo com Richmond e Smith (2011) “Enzimas com atividade PLA1 alta em 
relação à atividade LysoPLA e atividade lipásica neutra são assim consideradas 
verdadeiras PLA1 enzimas, e elas só podem ser designadas como tais por 
determinação empírica depois de algum nível de purificação, ou mais, de 
preferência, através da clonagem e caracterização da enzima recombinante”.  
As fosfolipases A1 presentes em venenos tem em comum o fato de serem 
moléculas alergênicas e são encontradas com frequência no veneno dos insetos da 
ordem Hymenoptera (SEISMANN et al., 2010; KING et al., 1996; dos SANTOS et al., 
2011). 
Os trabalhos realizados com essas fosfolipases A1 de venenos são voltados em 
sua maioria para o desenvolvimento de diagnósticos e de tratamentos contra a 
resposta alérgica desenvolvida por uma parcela de aproximadamente 20,7% da 
população que exibe hipersensibilidade a estes venenos (SEISMANN et al., 2010; 
BORODINA et al., 2010; dos SANTOS et al., 2011). 
 Recentemente pesquisadores fizeram o proteoma da vespa Polybia paulista 
presente no Brasil e encontraram pelo menos oito formas de fosfolipases A1 
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presentes no veneno, e comparando com as já existentes de outros venenos, a 
similaridade da sequência ultrapassou os 50%, chegando a 84% em algumas 
comparações (dos SANTOS et al., 2011). 
O estudo com estas fosfolipases A1 presentes em venenos é importante, pois 
elas são perigosas para os humanos e podem ser fatais em certas situações (YANG 
et al., 2008). 
Poucas fosfolipases A1 recombinantes de venenos são encontradas na literatura, 
isso porque a quantidade de veneno que se consegue extrair dos animais onde elas 
se encontram é relativamente grande, sendo assim possível a simples purificação a 
partir do veneno total ou a compra direta de empresas que vendem esses venenos 
(YANG et al., 2008; CHOU, HOU, 2008). 
No trabalho de King e colaboradores (1996) duas fosfolipases A1 recombinantes 
foram produzidas em condições desnaturantes, portanto estas proteínas 
provavelmente não tinham atividade nem conformação estrutural equivalente às das 
fosfolipases nativas dos insetos das quais foram clonadas. Outro dado que 
corrobora com isso é que no mesmo artigo é relatado que essas proteínas não 
possuíam as pontes dissulfeto existentes nas proteínas nativas.  
King e colaboradores (1996) utilizaram essas proteínas recombinantes para a 
produção de anticorpos contra as formas nativas destas mesmas proteínas 
encontradas nas vespas, porém os resultados com testes de ligação de anticorpos 
específicos para fosfolipase A1 da Vespula vulgaris mostraram que a ligação dos 
anticorpos foi melhor para a proteína nativa em comparação com a recombinante. 
Provavelmente este resultado se deu pelas condições usadas para purificação das 
proteínas, observação essa que também é feita por Borodina e colaboradores 
(2011).  
Na tabela ao final deste item estão presentes três formas recombinantes de 
fosfolipases produzidas por King e colaboradores (1996), sendo que uma das 
proteínas foi produzida parcialmente, porém também consideramos relevante incluí-
la. 
Borodina e colaboradores (2010) produziram a fosfolipase A1 recombinante (Ves 
v 1) da vespa Vespula vulgaris assim como King e colaboradores (1996), porém 
utilizaram a levedura Saccharomyces cerevisae, como cepa de expressão.  
A diferença no trabalho de Borodina e colaboradores (2010) está no fato de que 
o objetivo do trabalho não foi a obtenção da proteína recombinante purificada, mas 
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sim da produção da proteína recombinante de maneira que esta permanecesse 
ligada a membrana externa da levedura. Infelizmente a forma recombinante ativa foi 
tóxica para as leveduras acarretando no baixo crescimento destas, impossibilitando 
a realização dos testes de ligação IgE. 
Seismann e colaboradores (2010) também produziram a fosfolipase A1 Ves v 1 
na sua forma recombinante ativa e mutada inativa usando células de inseto como 
sistema de expressão. Ambas as formas ativa e inativa foram capazes de ativar 
basófilos nos ensaios realizados e os testes de reatividade IgE mostraram que essas 
formas recombinantes podem ser ótimas ferramentas em diagnósticos para 
indivíduos sensíveis ao veneno da Vespula vulgaris. Mais recentemente Borodina e 
colaboradores (2011) voltaram a expressar essa fosfolipase usando duas cepas da 
levedura Pichia pastoris (X33 (Mut+) e KM71H (MutS, arg4 aox1::ARG4)) e 
produziram Ves v 1 na sua forma recombinante ativa e três variantes mutadas em 
cada cepa. 
O interessante deste trabalho de Borodina e colaboradores (2011) foi que eles 
observaram que tanto a recombinante ativa (rVes v 1) como duas das 
recombinantes mutadas (rVes v 1 S137A e rVes v 1 D165A) foram menos expressas 
em relação a terceira recombinante mutada (rVes v 1 H229A). Isso ocorreu porque 
rVes v 1 H229A foi a única das recombinantes mutadas que não apresentou 
atividade fosfolipásica A1 enzimática. As outras PLA1 recombinantes por estarem 
ativas ou parcialmente ativas foram tóxicas para as células das leveduras, por isso, 
houve a diminuição da expressão destas no meio de cultura.  
Trabalhos anteriores já haviam mostrado esse efeito tóxico das PLA1 de venenos 
sobre os demais sistemas de expressão utilizados quando formas recombinantes 
com atividade ou mesmo com atividade residual foram produzidas, com destaque 
para a produção da forma recombinante ativa em células de inseto que não mostrou 
ter efeito tóxico sobre as células, tendo sido obtido à mesma quantidade de 
produção com a forma recombinante inativa no mesmo sistema (SEISMANN et al., 
2010; BORODINA et al., 2010; KING et al., 1996). 
Borodina e colaboradores (2011) também testaram duas temperaturas para 
indução da expressão das quatro fosfolipases recombinantes e observaram que na 
temperatura de 20ºC o resultado obtido foi superior em comparação com a 
expressão em 30ºC. A hipótese proposta foi de que provavelmente houve um melhor 
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dobramento das proteínas pelo fato da temperatura estar mais baixa e do evento de 
dobramento ter ocorrido mais lento. 
Das quatro formas recombinantes de PLA1 do trabalho de Borodina e 
colaboradores (2011) apenas a purificação da recombinante rVes v 1 H229A 
produzida na cepa MutS foi descrita, devido a sua alta taxa de expressão por não 
apresentar efeito danoso para as leveduras durante o processo fermentativo de 
indução. 
Não fica claro no trabalho o motivo pelo qual Borodina e colaboradores (2011) 
escolheram somente a cepa MutS para purificação da proteína recombinante. 
Analisando os dados do artigo podemos deduzir que uma das hipóteses para tal 
escolha seria pelo fato da cepa MutS expressar uma pequena quantidade da proteína 
recombinante em dímeros, e que provavelmente na expressão da cepa Mut+ 
existiam mais formas diméricas da proteína recombinante em relação a MutS, pois é 
descrito no trabalho que Mut+ tem crescimento mais acelerado, portanto isso poderia 




Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 




rVes v 1, rDol m 1 e 










IPTG 1mM/L. Coluna Ni-NTA agarose 
e cromatografia em coluna de 
VYDAC C18 silica 
Borodina et al., 2010 Vespula Vulgaris rVes v 1 35KDa pSD vesv1 zeo 
S. cerevisiae strain 
EBY100 
Não houve purificação. 
Seismann et al., 
2010 
Vespula Vulgaris 
rVes v 1, rVes v 1 
S137G/D165A 
37KDa pAcGP67-B 
Células de inseto Sf9 
infectadas por 
baculovirus 
27°C . 110 rpm por 72 horas. Coluna 
Ni-NTA agarose. 
Borodina et al., 2011 Vespula Vulgaris 
rVes v 1, rVes v 1 
S137A, rVes v 1 
D165A e rVes v 1 
H229A 
36KDa pPICZalphaA 
Pichia pastoris X33 
(Mut+) e KM71H (MutS, 
arg4 aox1::ARG4) 
Fermentação por 20°C e 30°C. Coluna 
Ni-NTA agarose. 
Tabela 1 - FOSFOLIPASES A1 RECOMBINANTES encontradas na literatura disponível no site do Pubmed. * Massa eletroforética aproximada.
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2.1.2 Fosfolipases A2 
 
As fosfolipases A2 (PLA2s) catalisam a hidrolise da ponte éster da região do 
carbono sn-2 dos fosfolipídios, gerando assim como subproduto ácidos graxos e 
lisofosfolipídios. 
As PLA2s são divididas em intracelulares (citosólica) e extracelulares (secretada) 
(PRIJATELJ, 2002), cuja superfamília dessas enzimas tem sido proposto classificá-
las em dezesseis grupos atualmente (I a XVI) que também são divididos em 
diferentes subtipos (KHUNSAP, 2011) com base na estrutura e função (MANSFELD, 
2006). Fazendo parte destes subtipos estão as PLA2s secretadas (sPLA2s), PLA2s 
citosólicas cálcio-dependentes (cPLA2s), PLA2s citosólicas cálcio-independentes 
(iPLA2s),  PLA2s acetil-hidrolases que são fatores de ativação de plaquetas (PAF-
AH), PLA2s lisossomais (LPLA2s) e PLA2s tecido adiposo específicas (Ad-PLA2s) 
(SHAYMAN et al., 2004; MANSFELD, 2006; DUNCAN et al., 2008; KHUNSAP, 
2011). 
As PLA2s presentes em venenos pertencem a três grupos do subtipo das 
sPLA2s, sendo o grupo I referente as PLA2s de venenos encontrados em Elapidae 
(Elapinae e Hydrophiinae), o grupo II das PLA2s encontradas em venenos de 
Viperidae (Viperinae e Crotalinae) e o grupo III das PLA2s encontradas em venenos 
de abelhas, lagartos, escorpiões e lagartas (SEIBERT et al., 2006; MURAKAMI et 
al., 2009; SHEN et al., 2010). 
Estas sPLA2s de venenos possuem baixa massa molecular (13-18 kDa), são 
cálcio dependentes e possuem pontes dissulfeto variando de  5 a 8 dependendo da 
enzima e também são secretadas em vários tecidos de mamíferos (PRIJATELJ 
2002; PETAN, 2007; SHEN et al., 2010). 
Ainda dentro do grupo II das sPLA2s elas são divididas em dois subgrupos, as 
[Asp49]PLA2s e as [Lys49]PLA2s, e esta divisão é aferida dependo do resíduo 
presente na posição 49 da estrutura primaria destas enzimas, cujo estudos 
realizados mostram uma redução ou inativação da atividade catalítica destas 
sPLA2s quando o resíduo na posição 49 não é um ácido aspártico (Asp) 
(MURAKAMI et al., 2009; NUNES et al., 2011).  
A maioria dos trabalhos com fosfolipases A2 utiliza a proteína purificada a partir 
do veneno total do animal escolhido, pois geralmente estão presentes em venenos 
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que podem ser obtidos em bastante quantidade, como é o caso dos venenos de 
serpentes. 
Embora a maioria dos trabalhos com PLA2s sejam com as toxinas purificadas, 
existem muitos trabalhos com PLA2s recombinantes e portanto optamos por 
selecionar os trabalhos publicados na última década para discutir nessa revisão. 
O que podemos perceber em todos os trabalhos realizados para a produção das 
fosfolipases A2 recombinantes foi que praticamente quase todos os grupos de 
pesquisa tiveram problemas com a formação de corpos de inclusão durante as 
expressões. Isso ocorreu tanto para as formas recombinantes das proteínas 
selvagens como para as mutadas. 
Pouco trabalhos tiveram sucesso na produção de PLA2s solúveis sem a 
necessidade de várias de etapas pós expressão para aumentar a quantidade de 
proteína solúvel para uso nos experimentos realizados. Dentre estes trabalhos 
podemos destacar o trabalho de SHEN e seus colaboradores (2010), onde uma 
quantidade de proteína solúvel é obtida durante a expressão em células de inseto. 
Provavelmente o que corroborou para este resultado diferenciado dos demais 
trabalhos foi o fato das células de inseto por serem células eucarióticas, terem 
propiciado um melhor dobramento das proteínas durante os vários processos de 
expressão. Processos estes que como vimos no início do trabalho, não ocorre em 
células procarióticas. 
É interessante notarmos aqui neste item como o uso dos sistemas bacterianos 
para expressão de proteínas recombinantes é realmente o predominante. As 
bactérias E. coli das cepas BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysS são as mais utilizadas, 
com apenas uma referência a cepa JM109 e a BL21(DE3)pLysE. 
Grande parte dos trabalhos com fosfolipases A2 recombinantes é voltado para a 
caracterização bioquímica e biológica destas proteínas. Para tais estudos, o uso de 
mutações sitio dirigidas é amplamente utilizado. O propósito destas mutações na 
maioria dos casos visa entender como que cada aminoácido ou o conjunto deles 
participa na atividade da proteína, levando a um maior entendimento acerca da 
grande variedade de fosfolipases A2 por vezes existentes dentro do veneno de um 
mesmo animal. 
Embora mencionado anteriormente que a maioria dos trabalhos teve problemas 
com corpos de inclusão, vale ressaltar que em todos os casos, após algumas etapas 
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de refolding e purificação foi possível obter as proteínas solúveis para a condução 
dos experimentos propostos em cada trabalho.  
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Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 




rBthTx-I e mutantes C-
terminais (K115A, K116A, 
Y117W, R118A, Y119W, 
F125W,K127A e K129A)  
13,7 kDa pET3-d 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D600 de 0.6, 0.6 mM de IPTG por 5h. 
Corpos de inclusão, refolding, 
purificação em cromatografia de fase-
reversa. 




terminais (F24S, F24Y, 





E. coli BL21(DE3) 
D600 de 2.5, 0.4 mM de IPTG por 3h. 
Corpos de inclusão, S-sulfonação, 
refolding, ativação por clivagem, 
purificação em cromatografia FPLC e 
cromatografia HPLC.    






13.904 kDa e 
13.937 kDa 
pT7-7 E. coli BL21(DE3) 
D600 de 2.0, IPTG (quantidade não 
informada) por 3h. Corpos de 
inclusão, refolding, purificação em 
cromatografia FPLC e purificação 
adicional para a mutante 
AtnI2(N24F)/AtxA(K108N) em 
cromatografia HPLC. 






13.7 kDa pET3-d 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D600 de 0.6, 0.6 mM de IPTG por 5h. 
Corpos de inclusão, refolding, 
purificação em cromatografia de fase-
reversa. 
de OLIVEIRA et al., 
2003 
Micrurus corallinus V2 PLA2 homologa 21 kDa pRSET-C E. coli BL21(DE3) 
D600 de 0.6, 1mM de IPTG por 3h. 
Corpos de inclusão, solubilização com 
uréia, Cromatografia por afinidade 
Ni2+ e dialise 
PRIJATELJ et al., 
2003 
Daboia russellii 
russellii e Vipera 
ammodytes 
ammodytes  






E. coli BL21(DE3) 
 IPTG . Corpos de inclusão, refolding, 
ativação e purificação.** 
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Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 
YANG et al., 2003 Lapemis hardwickii rPLA2-9, N48 e K49 14 kDa pTRX E. coli BL21(DE3) 
D600 entre 0.6 e 0.5, 0.2 mM de IPTG 
por 10h à 23°C. Coluna Ni2+ sefarose, 
coluna DEAE-sefarose e diálise, 
clivagem, coluna DEAE-sefarose e 
coluna Sephadex G25  . 




AtxA e mutantes 13,7 kDa* pT7-7 E. coli BL21(DE3) 
D600 de 2.5, 0.4 mM de IPTG por 3h. 
Corpos de inclusão, refolding, ativação 
e purificação.    




recBthA-I-PLA2 14kDa pET11a (+) 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D600 de 0.6. 0.6, 1 ou 1,5 mM de IPTG 
por 7h. Corpos de inclusão, 
desnaturação, refolding e purificação 
em cromatografia de fase-reversa. 
SÁ et al., 2004 
Bothrops 
jararacussu 
rBthTx-I e mutantes 13,7 kDa* pET3-d 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D600 de 0.6. 0.6 mM de IPTG por 7h. 
Corpos de inclusão, refolding e 
purificação em cromatografia de troca 
catiônica. 
RULLER et al.,2005 
Bothrops 
jararacussu 
BthTx-I e mutantes 13,6 kDa pET3-d 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D600 de 0.6. 0.6 mM de IPTG por 7h. 
Corpos de inclusão, refolding e 
purificação em cromatografia de troca 
catiônica. 
PETAN et al., 2005 
Daboia russellii 
russellii e Vipera 
ammodytes 
ammodytes  
AtxA, DPLA2, e seus 




pT7-7 E. coli BL21(DE3) 
D600 de 1.5-2.0, 0.4 mM de IPTG por 
3h. Corpos de inclusão, S-sulfonação, 
refolding, ativação por clivagem, 
purificação em cromatografia FPLC e 
cromatografia HPLC.    
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Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 
MANSFELD et al., 
2006 
Arabidopsis thaliana AtsPLA2-alfa e mutantes. 14,2 kDa pET-26b(+) E. coli BL21(DE3) 
D600 de ~1.0, 1 mM de IPTG por 4 h. 
Corpos de inclusão, desnaturação, 






AtxA 13,7 kDa pT7-7 E. coli BL21(DE3) 
D600 de 2.4, 0.3 mM de IPTG por 3h. 
Corpos de inclusão, S-sulfonação, 
refolding, purificação em 
cromatografia FPLC. 
PETAN et al.,2007 
Vipera ammodytes 
ammodytes 
AtnL e mutantes (LV e 
LW) 
13,8 kDa pT7-7 E. coli BL21(DE3) 
D600 de 2.5, 0.4 mM de IPTG por 3h. 
Corpos de inclusão, S-sulfonação, 
refolding, ativação por clivagem, 
purificação em cromatografia FPLC e 
cromatografia HPLC.    
ARAGÃO et al., 2008 
Bothrops 
jararacussu 
BthTx-I e mutantes 13,6 kDa pET3a 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D600 de 0.6. 0.6 mM de IPTG por 7h. 
Corpos de inclusão, refolding e 
purificação em cromatografia de troca 
catiônica. 




14,4 kDa pET22b(+) E. coli BL21(DE3) 
D550 de 1.0. 1 mM de IPTG por 4h. 
Corpos de inclusão, refolding e 
purificação em cromatografia HPLC. 
LIU et al., 2008 
Bungarus 
multicinctus 
Cadeias A e B da Beta-Bgt 
21 kDa 
(Cadeia A 14 
kDa e cadeia 
B 7 kDa) 
pT7-7 para 




E. coli BL21(DE3) 
D550 de 1.0. 1 mM de IPTG por 4h. 
Corpos de inclusão, dialize, 
liofilização, dessalinização em coluna 
Sephadex G-25, reoxidação, refolding 
e purificação em cromatografia HPLC. 
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Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 
PRIJATELJ et al., 
2008 
Daboia russellii 
russellii e Vipera 
ammodytes 
ammodytes  
DPLA2, DPLA2YIRN, AtxA 
e mutantes 
13.5 kDa* pT7-7 E. coli BL21(DE3) 
 IPTG . Corpos de inclusão, refolding, 
ativação e purificação.** 
RODRIGUES et 
al.,2008 
Apis mellifera  mPLA2  17 kDa pET32a 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
1 mM de IPTG por 4h. Purificação em 
Cromatografia por afinidade Ni2+. 
SETO et al., 2008 
Protobothrops 
flavoviridis 
BPII+tagCon2 29 kDa pTV-Con2 
E. coli 
JM109 
D600 de 0.2. 1 mM de IPTG por 4h-12h. 
Solúvel e purificação em coluna 
Sepharose 4B. 
LIU et al., 2009 Naja naja atra 
PLA2(H48A) e 
PLA2(D49K) 
14,4 kDa pET22b(+) E. coli BL21(DE3) 
D550 de 1.0. 1 mM de IPTG por 4h. 
Corpos de inclusão, refolding e 
purificação em cromatografia HPLC. 
SHEN et al., 2010 Apis cerana cerana AccPLA2 18 kDa bacmid Células de inseto Tn 
Células de inseto (Tn) foram 
transfectadas com o vetor 
recombinante de baculovírus (bacmid) 
contendo a sequência da AccPLA2. 
Depois da propagação das células Tn 
transfectadas, o extrato dessas células 
foi utilizado para os ensaios de 
atividade da AccPLA2 recombinante. 
TSAI et al., 2011 
Protobothrops 
mucrosquamatus 
TmCT e 37 mutantes 14 kDa* pRSET-A 
E. coli 
BL21(DE3)pLysE 
 Produzidas como corpos de inclusão, 
dissolvidas em ureia 8M e purificadas 
por Cromatografia de Afinidade Ni2+. 
Refolding e processamento para 
remoção do tag N.-terminal. 
Tabela 2 - FOSFOLIPASES A2 RECOMBINANTES encontradas na literatura disponível no site do Pubmed. * Média da Massa eletroforética. ** Poucas 
informações sobre o protocolo de expressão utilizado.  
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2.2 FOSFOLIPASES B 
 
 
As fosfolipases B (PLBs) catalisam a hidrólise da ponte éster tanto da região do 
carbono sn-2 quanto do carbono sn-1 dos fosfolipídios (FLETCHER et al., 1979; 
RICHMOND, SMITH, 2011). 
As fosfolipases B de venenos são encontradas em venenos de várias espécies 
de serpentes e de insetos da ordem Hymenoptera (de PAULA et al., 2006; UÇKAN 
et al., 2006; NAKAMATSU, TANAKA, 2004; ABE et al., 2000; BERNHEIMER et al., 
1987) e atividades fosfolipásicas do tipo B foram reportadas em venenos de répteis 
(FLETCHER et al., 1979).   
DOERY e PEARSON (1964) mostraram em seu trabalho que as atividades 
fosfolipásicas do tipo B dos venenos de várias espécies de serpentes e de abelhas 
eram produzidas em um pH ótimo que variava ente 8.5 e 10. Eles também 
mostraram que estás proteínas mantinham uma alta estabilidade, mesmo em altas 
temperaturas, mantendo-se estáveis até a temperatura de 100ºC em um  pH neutro. 
Também mostraram que estas proteínas eram ativadas pelos íons Ca2+ e Mg2+, 
sendo mais ativas quando ativadas pelo íon Ca2+. 
Esta termoestabilidade e ativação por íon também foi mostrada por 
BERNHEIMER e seus colaboradores (1987). 
De acordo com Abe e seus colaboradores (2000) “As fosfolipases B são enzimas 
universalmente mais digestivas do que fosfolipases A1 ou A2, por que ambos os 
lados A1 e A2 são hidrolisados por uma enzima”. Também é sugerido que isso pode 
ser proveniente de uma adaptação enzimática dos insetos carnívoros, já que insetos 
vegetarianos contêm somente fosfolipases A2 na composição dos seus venenos.   
Seguindo a mesma linha de raciocínio de Abe e seus colaboradores 2000, a 
mesma ideia poderia ser aplicada para os venenos de serpentes, porém, no caso 
das abelhas está ideia não teria a mesma aplicação, pois estes não são insetos 
carnívoros.  
Analisando os dados é possível verificar que o tamanho das fosfolipases B de 
venenos variam entre 14kDa e 37kDa (BERNHEIMER et al., 1987; ABE et al., 2000;  
UÇKAN et al., 2006), porém, recentemente um grupo de pesquisadores realizou o 
proteoma da serpente Drysdalia coronoides e identificou uma sequência codificadora 
para uma fosfolipase B de tamanho esperado para 60kDa, excluindo a glicosilação, 
representando uma nova família de lipases (CHATRATH et al., 2010). 
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Para nossa surpresa não foi encontrado nenhum artigo contendo a produção 
recombinante de fosfolipases-B presentes em venenos. Talvez isso seja por causa 
da grande quantidade de fosfolipases-B que podem ser obtidas e purificadas 
diretamente do veneno total de serpente, já que estes venenos podem ser obtidos 
em grande quantidade nestes animais. Porém é interessante que para os demais 
insetos da ordem Hymenoptera onde foi reportada a existência de fosfolipases B em 
seus venenos não exista nenhum estudo com formas recombinantes destas 
enzimas. 
 
2.3 FOSFOLIPASES C 
 
As fosfolipases C (PLCs) catalisam a hidrolise da região sn-3 da ponte 
fosfodiéster dos fosfolipídios. 
Até o momento treze fosfolipases C foram identificadas e estão divididas em seis 
classes de acordo com suas estruturas e mecanismos regulatórios de ativação:  (1–
4), (1, 2), (1, 3, 4), , , e  (1, 2) (FUKAMI et al., 2010). Porém até a presente 
data não foi relatada a presença de fosfolipases C em venenos. 
As fosfolipases C são proteínas solúveis e são bem conhecidas por catalisarem a 
hidrolise dos fosfolipídios fosfatidilinositol (PI) no lado citosólico da membrana 
plasmática das células, gerando subprodutos que atuam como mensageiros 
secundários intracelulares, como o diacilglicerol e o inositol-trifosfato (1, 4, 5) 
(RICHMOND, SMITH, 2011; FUKAMI et al., 2010). 
Uma enzima com atividade fosfolipásica C é encontrada na bactéria Clostridium 
perfringens. Essa enzima é uma zinco metalofosfolipase, e é conhecida como alfa-
toxina (URBINA et al., 2011).  
A alfa-toxina possui atividade de fosfolipase C e esfingomielinase, e também 
possui as atividades biológicas que levam a hemólise, dermonecrose e letalidade 
(ZHAO et al., 2011).  
Como não existem fosfolipases C presentes em venenos não teremos tabela 
assim como foi para as fosfolipases B. 
 




As fosfolipases D (PLDs) catalisam a hidrolise da ponte fosfodiéster dos 
fosfolipídios, por exemplo, fosfatidilcolina, liberando a colina como subproduto. 
Interessantemente todas as PLDs recombinantes de venenos encontradas 
pertencem às aranhas do gênero Loxosceles. As fosfolipases D são as enzimas 
mais estudadas e caracterizadas do veneno de Loxosceles spp e são consideradas 
como os principais componentes do veneno (de ANDRADE et al., 2005).  
Essas enzimas possuem massa molecular média de 30 a 35 kDa, apresentam 
um peptídeo-sinal seguido de um propeptídeo e exibem alto grau de identidade de 
acordo com as sequencias amioácidicas, estando entre 55% e 99% da conservação 
dos resíduos no sítio catalítico. Baseado nos estudos filogenéticos as fosfolipases D 
foram distribuídas em seis grupos distintos dentro de uma mesma família que foi 
denominada Loxtox (CHAIM et al., 2006; KALAPOTHAKIS et al., 2007). 
São também conhecidas como pertencentes da família das toxinas 
dermonecróticas, pois apresentam a principal participação na dermonecrose 
causada no quadro cutâneo do loxoscelismo (CUNHA et al., 2003). 
Várias isoformas já foram expressas e caracterizadas tanto bioquimicamente 
como biologicamente e são capazes de reproduzir dermonecrose, resposta 
inflamatória e distúrbios renais em diferentes níveis devido às diferenças na 
atividade enzimática que cada isoforma apresenta, e boa parte destes trabalhos está 
presente na tabela ao final deste item. 
Utilizando-se o método de análise proteômica no veneno total da L. gaucho, foi 
possível encontrar 11 isoformas de fosfolipase D (MACHADO et al., 2005).  
Em 2010 Gremski e seus colaboradores fizeram a análise proteômica do veneno 
total da L. intermedia. Este estudo mostrou que 20,2% dos transcritos codificantes 
para toxinas pertenciam a PLDs. 
As fosfolipases D, anteriormente conhecidas como esfingomielinases D, como o 
nome já sugere também apresentam atividade esfingomielinásica e são capazes de 
causar agregação plaquetária, hemólise, letalidade, nefrotoxicidade e 
hiperpermeabilidade vascular (TAMBOURGI et al., 1998; da SILVA et al., 2004; 
KALAPOTHAKIS et al., 2007; RATTMANN et al., 2008). 
A principal importância da atividade catalítica das fosfolipases D se deve ao 
metabolismo da esfingomielina e acredita-se que os metabólitos gerados possam 
modular uma variedade de eventos biológicos, que englobam desde a proliferação e 
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diferenciação celular até fenômenos de apoptose (MARCHESINI, HANNUN, 2004; 
TANI, ITO, IGARASHI, 2007). 
Dentre todos os trabalhos listados na tabela abaixo o que mais chamou a 
atenção foi o do CATALÁN e seus colaboradores (2011), por afirmar a clonagem e 
expressão de uma isoforma de fosfolipase D de Loxosceles laeta inativa. Neste 
trabalho duas isoformas foram clonadas e expressadas e foram chamadas de 
rLIPLD1 e rLIPLD2 sendo a segunda a toxina teoricamente ativa, não fosse o fato de 
que uma importante parte já conhecida das fosfolipases D estivesse claramente 
omitida na sequência desta toxina recombinante. 
Já foi reportado por MURAKAMI e colaboradores (2006) que o aminoácido 
Histidina da posição 12 tem papel importante na atividade catalítica das fosfolipases 
D das aranhas do gênero Loxosceles. O aminoácido Histidina na posição 47 
participa no ataque nucléofilo atacando a ligação fosfodiéster do substrato. A 
Histidina da posição 12 doa um átomo de hidrogênio para o substrato intermediário 
penta-coordenado gerado, formando a colina. A Histidina 12 então desprotonada 
retira um próton de uma molécula de água, num segundo ataque nucleófilo sobre 
este intermediário da reação, formando e liberando a então ceramida-1-fosfato como 
subproduto da reação. 
Numa rápida olhada nas sequências depositadas por CATALÁN e colaboradores 
(2011) sob os números de acesso no GenBank GU121905 e GU121906, ou mesmo 
no próprio trabalho publicado,é possível notar que a segunda isoforma (rLIPLD2) 
não possui o aminoácido Histidina da posição 12, nem os aminoácidos precursores. 
Ficando assim claro o motivo pelo qual está isoforma não possui atividade catalítica 
hidrolítica como as outras isoformas de fosfolipases das aranhas do gênero 
Loxosceles. 
Em KUSMA e colaboradores (2008) é reportada no trabalho a produção de uma 
forma recombinante da isoforma LiRecDT1 da aranha Loxosceles intermedia com 
uma mutação sítio-dirigido na Histidina da posição número 12, substituindo pelo 
aminoácido Alanina. A então proteína recombinante mutada LiRecDT1 H12A 
mostrou em ensaios realizados possuir sua atividade catalítica praticamente 
anulada, corroborando com a hipótese sugerida por MURAKAMI e colaboradores 




Em todos os trabalhos listados na tabela abaixo (tab. 3) houve a produção da 
toxina recombinante na sua forma solúvel. O uso da bactéria E. coli foi unânime e a 
cepa BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysS foram as mais utilizadas, com apenas um 
trabalho relatando o uso da cepa E. coli BL21trxB-DE3, a cepa E. coli SHuffle 
Express T7 LysY (VIUTIKA 2012)  e outro (KALAPOTHAKIS et al., 2002) onde não é 
possível saber qual cepa foi utilizada pois não é informado. 
CHAIM e seus colaboradores (2011) propuseram possíveis e promissoras 
aplicações biotecnológicas para as fosfolipases-D presentes no veneno da 
Loxosceles intermedia, já clonadas, expressadas e caracterizadas pelo grupo.  
Essas sugestões são favorecidas devido ao grande acumulo de conhecimento 
das propriedades estruturais, bioquímicas e biológicas das fosfolipases-D, podendo 
ser empregadas em estudos de desenvolvimento de novas drogas, biofármacos, 
testes diagnósticos e outras aplicações industriais (CHAIM et al., 2011b). 
Dentre as propostas está o desenvolvimento de uma vacina derivada da 
fosfolipase-D mutada LiRecDT1H12A (KUSMA et al., 2008) para a imunização de 
pessoas vivendo em regiões onde os acidentes envolvendo aranhas do gênero 
Loxosceles são endêmicos. A produção de reagentes para ensaios 
imunodiagnósticos para a identificação e quantificação de fosfolipases-D no soro de 
pacientes picados pelas aranhas do gênero Loxosceles também é sugerida, 
embasada na forte argumentação de que os diagnósticos oferecidos atualmente são 
passiveis de controvérsias, e são comumente baseados em sinais clínicos e nos 
sintomas apresentados. Outras duas propostas são, o uso em protocolos de lipídios 
para estudos de membranas celulares relacionados aos efeitos biológicos dos 
metabólitos lipídicos e a produção de novos agentes antitumorais baseados na 
fosfolipases-D das aranhas do gênero Loxosceles, pois já foi demonstrado que em 
certos tipos de tumores a atividade e expressão de algumas fosfolipases esta 
aumentada.  
A produção de isoformas mais ativas seria de grande valia para o uso em alguns 
dos estudos propostos por CHAIM e colaboradores (2011), para tanto, mais estudos 
estruturais das fosfolipases-D precisão ser conduzidos para que se possa saber com 
propriedade o papel que cada resíduo desencadeia na estrutura da toxina e para 
que assim seja possível, através de modificações planejadas, produzir novas formas 
recombinantes com aplicações biotecnológicas nos mais diversos segmentos, seja 
43 
 




Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 
Kalapothakis et al., 2002  
Loxosceles 
intermedia 




37 °C, D600 de 0.5, 0.5 mM de IPTG por 
8h-12h. Coluna Sephacryl S-200, ELISA e 
purificação usando coluna de afinidade 
anti-L. intermedia Sepharose-IgGs 
F(ab')2. 
 Araujo et al., 2003  
Loxosceles 
intermedia 
Li-rec 35 kDa 
pBK-
CMV 
E. coli BL21 (DE3) 
37 °C, D600 de 0.5, 0.5 mM de IPTG por 
8h-12h. Coluna Sephacryl S-200, ELISA e 
purificação usando coluna de afinidade 
anti-L. intermedia Sepharose-IgGs 
F(ab')2. 
Fernandes-Pedrosa et al., 
2002                                            
Zela et al., 2004                       
van Meeteren et al., 2004     
Murakami et al., 2005 
Murakami et al.,2006 
Loxosceles laeta SMase I 33 kDa pAE E. coli BL21 (DE3) 
D600 de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h à 
37°C. Purificação usando coluna de 
afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose 
Fast Flow. 
Tambourgi et al., 2004      
Paixão-Cavalcante et al., 
2007                                                       




P1, P2 e 
SMase I 
37kDa, 
36kDa e 33 
kDa 
pRSET-
B e pAE 
E. coli BL21 (DE3) 
D600 de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h à  
37°C. Purificação usando coluna de 
afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose 
Fast Flow. 






1.0 mM de IPTG. Purificação com coluna 
de ligação Niquel Sepharose e S-protein 
agarose. 
de Andrade et al., 2006 
Loxosceles 
intermedia 





E. coli BL21 (DE3) 
D600 de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h à  
37°C. Purificação usando coluna de 
afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose 
Fast Flow. 
Chaim  et al., 2006                    
de Oliveira Christoff et 
al.,2008                                         
de Giuseppe et al., 2011 
Loxosceles 
intermedia 
LiRecDT1 34kDa pET-14b 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D550 de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 3.5h à  
30°C. Purificação usando coluna de Ni-
NTA agarose. 










D550 de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h à  




Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 
Felicori et al., 2006              
Dias-Lopes et al., 2010 
Loxosceles 
intermedia 
recLiD1 32.7kDa pET11a E. coli BL21 (DE3) 
D600 de 0.5, 0.5 mM de IPTG por 4h à 37 
°C. Purificação em cromatografia de fase-
reversa (HPLC) usando coluna C8 Vydac. 
Olvera et al., 2006 
Loxosceles boneti, 
Loxosceles reclusa e 
Loxosceles laeta 
Lb1N, Lb1C, 





E. coli BL21trxB-DE3 
100 uM IPTG por 16h à 20°C. Purificação 
usando coluna de afinidade Ni-NTA-
Sepharose. 










D550 de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h à  
30°C. Purificação usando coluna de Ni-
NTA agarose. 












D550 de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h à  
30°C. Purificação usando coluna de Ni-
NTA agarose. 
Appel et al., 2008 
Loxosceles 
intermedia 
LiRecDT6 33 kDa pET-14b 
E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
D550 de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h à  
30°C. Purificação usando coluna de Ni-
NTA agarose. 
Kusma  et al., 2008        
Chaves-Moreira et al., 2009 
Paludo et al., 2009                
Ullah et al., 2011                                   









D550 de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 3.5h à  
30°C. Purificação usando coluna de Ni-
NTA agarose. 
de Saint Ferrara et al., 2009 Loxosceles laeta 
Smase I e 
SMase II 





E. coli BL21 (DE3) 
D600 de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h à 
37°C. Purificação usando coluna de 
afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose 
Fast Flow. 







E. coli BL21 (DE3) 
D600 de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 7h à 
25°C. Purificação usando coluna de 




Autor Espécie Nome Massa ~ Vetor Cepa de expressão Protocolo expressão e purificação 





















D550 de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 3.5h à  
30°C. Purificação usando coluna de Ni-
NTA agarose. 














BL21(DE3)pLysS e E. 
coli BL21 (DE3) 
D550 de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 3.5h à  
30°C. Purificação usando coluna de Ni-
NTA agarose.                                                                 
D600 de 0.5, 0.5 mM de IPTG por 4h à 37 
°C. Purificação em cromatografia de fase-




LiRecDT7 34.4kDa pET-14b 
E. coli SHuffle T7 
Express LysY 
D600 de 0.4 – 0,6, 0.05 mM de IPTG por 
4h à  30°C. Purificação usando coluna de 
Ni-NTA agarose. 
Tabela 3 - FOSFOLIPASES D RECOMBINANTES encontradas na literatura disponível no site do Pubmed. * Não foi informada qual a cepa de Escherichia 






Durante toda a pesquisa por artigos publicados referentes à fosfolipases (A1, A2, 
B, C e D) recombinantes de venenos foi indiscutivelmente perceptível como a 
maneira da escrita dos primeiros artigos em cada grupo ditou de certa forma os 
trabalhos posteriores, sejam este dos mesmos grupos de pesquisa ou de outros. 
Digo isso, pois, ao elaborar as tabelas para cada grupo de fosfolipases, algumas 
lacunas foram mais trabalhosas enquanto que em outros casos foram de fácil 
compreensão e, portanto, rápido preenchimento. 
Informações como, por exemplo, temperaturas de expressão dificilmente são 
encontradas nos artigos relacionados às fosfolipases A2, enquanto que por outro 
lado tal informação é facilmente obtida em todos os artigos publicados sobre 
fosfolipases D recombinantes. Devido à pequena quantidade de artigos sobre 
fosfolipases A1 recombinantes de venenos, a mesma avaliação torna-se inviável, 
portanto não adentrando nesta observação. 
O pesquisador ou laboratório que desejar trabalhar com fosfolipases A1 de 
venenos, com o intuito de produzi-las de forma recombinante, aparentemente terá 
como desafio pela frente o fato destas enzimas terem se mostrado tóxicas para os 
organismos quando expressas. Porém isto se aplica se o sistema de expressão 
utilizado for o bacteriano ou as leveduras, pois Seismann e seus colaboradores 
(2010) obtiveram sucesso com a expressão de fosfolipases A1 em células de inseto, 
onde estas não sofreram o efeito tóxico relatado nos outros sistemas de expressão. 
Embora tóxicas para as bactérias e leveduras, as fosfolipases A1 recombinantes 
foram obtidas pelos pesquisadores e utilizadas nos seus trabalhos. 
As fosfolipases A2 são de longe as fosfolipases de veneno mais estudadas. O 
que mais chama atenção nos trabalhos com a expressão de suas formas 
recombinantes seja estas semelhantes às selvagens ou as suas formas mutadas, é 
o fato de quase todos os trabalhos tiveram problemas com a produção destas 
enzimas em corpos de inclusão. Entretanto, todos os grupos obtiveram estas 
enzimas solúveis e ativas para utilização nos estudos conduzidos, após passarem, 
por exemplo, por algumas etapas como refolding, ativação e purificação. 
As fosfolipases B de venenos são interessantes pelo fato de pouco se ter sobre 
estas enzimas disponíveis em artigos. É instigante o fato de se saber que este 
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campo ainda está aberto para ser explorado pelos pesquisadores e mais instigante o 
fato de não ser encontrado na literatura trabalho com suas produções de forma 
recombinante. Ficando aqui a dica para este campo aberto para ser desvendando 
pelos pesquisadores. 
Até a presente data não se foi confirmada a presença de fosfolipases C como 
componentes de algum veneno já pesquisado. Pode ser que realmente essas 
enzimas não existam sobre esta forma em venenos, como também pode ser que 
daqui algum tempo veremos a primeira descrição dessa enzima em algum veneno já 
conhecido ou até mesmo ainda não pesquisado, deixando aqui outra brecha para os 
pesquisadores. 
Sobre as fosfolipases D, com certeza o mais marcante é o fato de todos os 
trabalhos com fosfolipases D recombinantes de veneno ser proveniente do mesmo 
gênero de aranhas, as Loxosceles. Iniciando pelo trabalho de Kalapothakis e seus 
colaboradores (2002) e a partir de então surgindo diversos trabalhos com a 
produção recombinante destas enzimas. Tudo isso tendo iniciado com o intuito de 
entender melhor o “Loxoscelismo” decorrente da picada das aranhas deste gênero, 
e hoje vemos a abrangência dos trabalhos para os estudos destas enzimas como 
ótimas candidatas a ferramentas biotecnológicas. O pesquisador que desejar 
trabalhar com estas enzimas terá uma boa lista de referências a seguir e dificilmente 
terá dificuldades para expressão destas enzimas de forma recombinante, devido ao 
grande aporte de informação disponível nos diversos trabalhos relacionados, todos 
utilizando a bactéria E. coli como sistema de expressão.  
De modo geral, a bactéria E. coli é o sistema de expressão mais utilizado para 
produção de fosfolipases de veneno recombinantes, seguido das leveduras e em 
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